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Abstract of DE1 974421 2 

The invention relates to a method for producing 
ergosterol and intermediate products thereof by 
means of recombinant yeasts and plasmids for 
transforming yeasts. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Verfahren zur Herstellung von Ergosterol und dessen Zwischenstufen mittels rekombinanter Hefen 

(5?) Es wird ein Verfahren zur Herstellung von Ergosterol 
und dessen Zwischenprodukten mittels rekombinanter 
Hefen und Plasmiden zur Transformation von Hefen be- 
schrieben. 
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Beschreibung 

Die vorlicgcnde Erfindung betrifft cin Verfahren zur ITcrslcllung von Ergosierol und dessen Zwischenprodukien mit- 
lels rckombinanter Helen und Plasniidc zur Transformation von Helen. 
5 Ergosterol isl das Endprodukt der Slcrol-Synthesc in Helen und Pilzen. Die winschafllichc Bcdctitung dieser Vcrbin- 
dung liegt zuni eincn in der Gcwinnung von Vuantin D? aus Ergosierol uber UV-Beslrahlung, zum anderen in der Ge- 
winnung von Sieroidhonnonen uber Biotransformation, ausgehend von Ergosierol. Squalen wird als Synlhesebaustein 
fur die Synthese von Terpenen benulzt. In hydricrter Fonn findel es als Squalan Verwendung in Dcnnatologie und Kos- 
melik sowie in verschiedenen Derivaten als Inhaltsstoff von Haul- und Haarphegemiiieln. Ebenso von wirtschaftlicher 
10 Bedeutung sind die Zwischcnprodukie des Ergosicrol-Stoffwechselweges. Als wichligste scien hier Farnesol, Geraniol 
und Squalen genannl. Wciicrhin winschaftlich nuizbar sind Slerole, wie z. B. Zyniosicrol und Lanostcrol, wobei Lano- 
sterol Ron- und Synthesepivoial fur die cheniische Synthese von Saponinen und Sieroidhonnonen isl. Wegen seiner gu- 
len Hauipenei ration und Spreadingeigenschaflen diem Eanosterol als Emulsionshilfs- und Wirkstoff fur Hautcremes. 
Die Gene des Ergoslerol-Stoffwechsels in Hele sind weilgehend bekanni und kloniert, so /.. B. die HMG-CoA-Reduk- 
15 tase (HMG1) (Basson el al. (19S8)),die Squalensynihetase (ERG 9) (Fegueur el al. (1991)), die Acyl-CoA : Sterol-Acyl- 
transferase (SAT1) (Yu el al. (1996)) und die SquaJenepoxidase (ERG 1 ) (Jandrositz el al. (1991)). Squalensynihetase ka- 
talysiert die Reakiion von Farnesylpyrophosphai uber Presqualenpyrophosphat zu Squalen. Die Reaktionsmechanismen 
yon Sterol acyl transferase sind nichi vollstandig geklafi. Eine Uberexpression der Gene dieser genannten Enzyme wurde 
bereits versucht, fuhrte jedoch zu keiner nennenswerten Erhohung der Ergosterol-Menge. Im Fall der HMGl-Uberex- 
20 pression wurde die Uberproduktion von Squalen hcschricbcn, hierzu wurden zusatzlich Mulationen zur Unterbrechung 
des nach Squalen folgenden Wcges eingefuhrt (EP-0 486 290). 

Die Uberproduktion von Geraniol und Farncso) wurde cbenfalls hcschricbcn, hier erfolglc allerdings keine Uberex- 
pression von Genen des Ergosterol-Sioffwechsels, sondern eine Unterbrechung des Rcaktionsweges in Richtung Gera- 
niol- und Farnesol-Bildung (EP-0313 465). 
25 Spezinsche Inhibitoren der Ergoslerolbiosynthese konnen eben falls zur Anhaufung groBerer Mengen beslimmter Zwi- 
schenprodukte fuhren, z. B. Allylamine, die die Umwandlung von Squalen zu Squalenepoxid verhindern. Dadurch wer- 
den groBc Mengen (bis zuni 600fachcn des Normallcvcls) Squalen angchaufl (Jandrositz et al., (1991)). 

Zwar wurden durch die Verwendung von Inhibitoren cine groBe Anhaufung von z. B. Squalen erreicht, doch diirfte 
sich die Zugabc dieser Substanzen als nachleilig crweiscn, da selbsi gcringe Mengen die gleiche Wirkung im Organismus 
30 entfalien, so daB eine Herstellung von Produkten der Ergoslerolbiosynthese auf deni Wcg der Uberproduktion von Vor- 
teil isl. 

Aufgabc der vorliegenden Erfindung ist es, ein niikrobiologisches Vcrlahrcn zur Herstellung von Ergosterol und des- 
sen Zwischen produkten, die hierfur noiwendigen Mikroorganismen wie Hefestannne, die erhohle Mengen an Ergosierol 
bzw. hierfur notwendige Zwischenprodukte zu synthelisieren und die zur Transfer] nation der Hefestannne noiwendigen 
35 Plasniidc bereitzustellen. 

Es wurde nun gefunden, daB man die Menge an Ergosierol und dessen Zwischenprodukien sleigem kann, wenn die 
Gene der HMG1 (Basson et al., (1988)), ERG9 (Fegueur el al.. (1991)), Current Genetics 20 : 365-372), SAT1 (Yu et ah, 
(1996)) und ERG1 (Jandrositz ct al. (1991)) in Mikroorganismen wie z. B. Helen in veranderter Fonn eingebrachl wer- 
den, wobei die Gene enlweder einzeln auf eincm Plasmid oder in Kombination auf eineni oder mehreren Plasmiden lo- 
40 kalisiert sind und gleichzeitig oder nacheinander in den Win gebracht werden konnen. 

Gegensiand der vorliegenden Erfindung isl somit ein Verfahren, das dadurch gekennzeichnei, daB man 

a) zuniichst ein Plasmid konslruiert, auf dem mehrere geeignele Gene des Eigosterol-Stoffwechselweges in veran- 
derter Form insertiert sind 

45 oder 

b) zunachst Plasmide konslruiert, auf denen jewcils eines der Gene des Ergosterol-Stoffwechselweges in verander- 
ter Fonn insertiert ist, 

c) mil den so hergesiellien Plasmiden Mikroorganismen transfbrmiert, wobei die Mikroorganismen miteinem Plas- 
mid unier a) transfoniiiert werden oder mil mehreren Plasmiden unter b) gleichzeitig oder nacheinander transfor- 

50 miert werden, 

d) mil den so hergesiellien Mikroorganismen eine Feniientation zu Ergosterol durchfuhrl, 

e) nach erfolgter Fennentalion das Ergosierol und dessen Zwischenprodukte aus den Zellen exirahiert und analy- 
sien und schlieBlich 

0 das so erhaltenen Ergosterol und dessen Zwischenprodukte mittels Saulenchromatographie reinigl und isoliert . 
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Gegensiand der vorliegenden Erfindung ist insbesondere ein Verfahren, das dadurch gekennzeichneu daB man 



a-i) zunachst ein Plasmid konstruieru auf dem folgende Gene insertiert sind: 
i) das Gen der HMG-Co-A-Reduktase (i-HMG), 
r>0 ii) das Gen der Squalensynihetase (ERG9) 

iii) das Gen der Acyl-CoA : Sterol- Acyl transferase (SAT1) und 

iv) das Gen der Squalencpoxidase (ERG1). oder 

a-ii) zunachst ein Plasmid konslruiert, auf dem folgende Gene insertiert sind: 
i) das Gen der HMG-Co-A-Reduklase (l-HMG) und 
65 ii) das Gen der Squalensynihetase (ERG9), oder 

a-iii) zunachst ein Plasmid konstruieru auf dem folgende Gene insertiert. sind: 
i) das Gen der HMG-Co-A-Reduklase (t-HMG) und 
iii) das (ien der Acyl-CoA : Sterol-Acyliransferase (SAT1), oder 
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a-iv /.unachsi cin Plasmid konstruicn, auf dcm folgcndc Gene inserlicrt sind: 

i) das (Jen rter ITMG-Co-A-Rcduklase (i-HMG) und 
iv) das Gen dcr Squalcnepoxidase (ERG 1 ), odcr 

a-v) /.unachsi cin Plasniid konsiruicn . auf dcm folgcndc Gene inserlicrt sind: 

ii) das Gen dcr Squalcnsynihciase (ERG9) und 5 
i i i ) das G e n der Ac y I - Go A : Sicrol-Acyhrans I erase ( S A Y 1 ) oder 

a-vi) /.unachsi cin Plasniid konsiruieri, auf dcm folgcndc Gene insertion sind: 

ii) das Gen dcr Squalcnsynihciase (ERG9) und 
iv) das Cicn dcr Squalcnepoxidase (HRG1), odcr 

a-vii) /.unachsi cin Plasniid konsiruieri, auf dcm folgcndc Gene inscnicn sind: . mj 

iii) das Gen dcr Acyl-CoA : Slerol-Acyliransfcrasc (SAT1) und 

iv) das Cicn dcr Squalcnepoxidase (ERG1), oder 

b) /.unachsi Plasmide konsiruieri, auf denen jeweils cines dcr unier a-i) gcnannicn Gene inserlicrt isl, 
und 

c) mil den so hergcslelllen Plasmidcn Mikroorganismcn Iransformiert, wobei die Mikroorganismcn mil cinem Plas- 15 
mid unter a-i) bis a-vii) iransformiert werden odcr mil mchrercn Plasmidcn unier b) gleichzeilig odcr nachcinander 
Iransformiert werden, 

d) mil den so hergcslelllen Mikroorganismcn cine Fermentation zu Ergosierol durchfuhrt, 

c) nach erfolgler Fermentation das Ergosierol und dessen Zwischcnprodukle aus den Zcllen exlrahiert und analy- 
st ert und schlieBIich 20 
0 das so crhaltenen Ergosierol und dessen Zwischcnprodukle millels Saulcnchroniatographic reinigl und isolicrt. 

Auf den unier a-ii), a-iii) und a-v) aufgefuhrlcn Plasmidcn kann zusatzlich das Gen der Squalcnepoxidase (ERG 1) und 
auf dcm unier a-ii) aufgefuhrten Plasniid kann zusatzlich das Gen dcr Acyl-CoA : Sierol-Acy transferase (SAT1) inser- 
licrt sein. Diese Plasmide sind cbenfalls Gcgcnsland der vorliegcnden Erfindung. 25 

Unier Zwischenproduklen sind Squalen, Farncsol, Geraniol, Lanoslerol, Zymosterol, 4,4-Diinelhylzyinoslerol, 4-Mc- 
thylzymostcrol. Ergosi-7-cnol und Ergosta-5,7-dicnol, insbesonderc Slcrolc mil 5,7-Dicnstraktur, zu verstchen. 

Die verwcndelen Plasmide sind vor/.ugsweise das Plasmid YEpH2, das den niilllcrcn ADH-Promotor, l-HMG (vcran- 
derlc Varianic des HMG 1) und den TRP-Tcrminaior (s. Fij*. 1 ) enlhalt. das Plasmid YDpUHK3, das den miuJcrcn ADH- 
Promotor, l-HMG (verandcrle Variantc des TTMG 1 ) und den TRP-Tcniiinator. das Gen fur die Kanamycin-Rcsistenz und 30 
das ura3 Gen enthali (s. Fig. 2) und das Plasmid pADL-SATl , das das S ATI -Gen und das LEU2-Gen aus YEpl 3 cnthall . 

Diese Plasmide und dcren Verwendung zur Herslellung von Ergosierol und dessen Zwischenproduklen wic Squalen, 
Farnesol, Geraniol, Lanoslerol, Zymosterol, 4, Dimethylzyinoslerol, 4-Methylzymoslerol, Ergosi-7-enol und Ergosta- 
5,7-dienol, insbesonderc Stcrole mil 5,7-Dieiistruklur. sind cbenfalls Gcgcnsland dcr vorliegciidcii Erfindung. 

Als Win fur die Einfuhrung'der erfindungsgemaBcn Plasmide kommen im Prinzip alle Mikroorganismen, insbeson- 35 
dere Helen in Frage. 

Bevorzugt isl die Spezies S. cerevisiae, insbesonderc der St am m S. cerevisiae AH22. 

Gegensland der vorliegenden Erfindung isl auch der Hefestanmi S. cerevisiae AII22 der eines oder mehrere der im 
Verfahren unier a-i) genannlen Gene cnthall. 

Ebcnfalls Gegensland der vorliegcnden Erfindung isl der Hefcslamm S. cerevisiae AH22, dcr das Plasmid pADL- 40 
SAT1 enthalt. 

Weiterhin bevorzugt isl die kombinierte Trans formal ion von Mikroorgansimen m it den Plasmiden pADL-SATl und 
YDpUHK3, insbesonderc Helen wic S. cerevisiae AH22. 

Insgesaml gesehen wird der FluB im Ergoslcrol-Stoffwcchsclweg wie folgl beeinfluBt: 
Der FluB in Richtung Ergosierol wird niaximiert, indem die A kli vital von mehreren Flaschenhals-Enzymen gleichzeilig 45 
verstarkt wird. Dabei spielen verschiedene Enzyme eine entscheidende Rolle, wobei die Kombi nation von Deregulation 
bzw. Uberexpression den enlscheidendcn Durchbruch zur Ergoslerolausbeutesleigerung bringl. Als Kombinalion wer- 
den die Enzyme bzw. deren Gene HMG1 (Basson el al., (1988)), ERG9 (Fegueur et al., (1991)), Acyl-CoA : Sterol-Acyl- 
transferase (SAT1) (Yu el al. (1996)) und/odcr Squalcnepoxidase (ERG1) (Jandrosilz el al. (1991)) in eincn Hefesiamm 
in veranderter Fonn eingebracht, wobei das Einbringcn der Gene mil einem oder mchrerer Plasmide erfolgl, wobei auf 50 
deni (den) Plasmid(en) die DNA-Sequcnzen eniwcder cinzeln oder in Kombinalion cnthalten sind. 

"Veranderl" bedeutel im Falle des Gens TTMG1 , daB von dem entsprechenden Gen nur der kalalylische Bereich ohne 
die membrangebundene Domane exprimiert wird. Diese Veranderung wurde bereils beschrieben (EP-0 486 290). Ziel 
der Veranderung von HMG1 isl es, die Fccd-back-Rcgulaiion durch Intermediate dcr Ergosierolbiosynthese zu verhin- 
dcrn. Sowohl HMG1 als auch die beiden andercn genannlen Gene werden so auf gleiche Weise der iranskriptionellen Re- 55 
gulation enizogen. Dazu wird der Promoior der Gene durch den "miuJercn" ADHl-l^roiitolor ersetzi. Dieses Promotor- 
f ragmen t des ADHl-Promotors zeigl eine annahemd konstiiulive Expression (Ruohonen el al., (1995)), so daB die iran- 
skriplionelle Regulation nichl mchr uber Intermediate der Ergostcrolbiosynthese ablauft. Die bei dcr Uberexpression ent- 
stehenden Produkie konnen in Biolransfonnaiioncn bzw. andercn chemischen und therapeuiischen Zwecken verwandt 
werden, z. B. die Gewinnung von Vitamin D 2 aus Ergosierol uber UV-Best rah lung, und die Gewinnung von Steroidhor- M 
monen uber Biotransfonnation ausgehend von Ergosierol. 

Gegensland der vorliegcnden Erfindung sind auch Mikroorganismcn, insbesonderc He fest amine, die durch Uberex- 
pression der im Verfahren unter a-i) genannlen Gene cine erhohic Mcnge an Ergosierol und Ergosierol in Kombinalion 
mil erhohlen Mengen an Squalen hcrstcllen konnen. 

Bevorzugt isi eine verandene Variantc des Gens HMG 1 , in dem nur der kalalylische Bereich ohne die membrangebun- 65 
dene Domane exprimiert wird. Diese Veranderung isl beschrieben (EP-0 486 290). 

Ebcnfalls Gegensland der vorliegenden Erfindung isi cin Verfahren zur Herslellung von Ergosierol und dessen Zwi- 
schenproduklen, das dadurch gekennzeichnci isl. daB man die im Verfahren unter a), insbesonderc die im Verfahren unier 

3 
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a-i) bis a-vii) gcnannicn Gene (zwei-. drci-, vierfache Gcn-Koinbinalion) mil den Plasmiden zunachsi jewcils unabhan- 
gig voneinandcr in Mikroorganismcn gleichcr Spczies einfuhrl und mil diescn gemeinsam cine Fermenialion zu Ergoste- 
rol durchfuhn und das so crhahenc Ergosicrol aus den Zcllcn exlrahicrt, analysieri und miliels Saulenchromalographie 
reinigi und isolicrt. 

5 Ebenfalls Gcgensiand dcr vorliegcnden Erfindung sind Expressionskasseuen, umfassend den miMlcren ADH-Promo- 
lor, das i-ITMG-Gcn, den TRP-Tcrminaior und das S ATI -Gen mil dcni iniltlcrcn ADH-Promoior und dem TRP-Temii- 
naior und Expressionskasseuen, umfassend den miltleren ADH-Promoior, das l-HMG-Gen, den TRP- Terminator, das 
SATl-Gen mil dcni nrilllercn ADH-Promoior und dem TRP-Terminaior und das ERG9-Gcn mil dem mitllcren ADTI- 
Promotor und dem TRP-Temiinaior. 
10 Gcgensiand dcr vorliegcnden Erfindung isi auch eine Kombinalion aus Expressionskasseuen, wobei die Kombinalion 
aus 

a) einer erslen Expressionskasseile, auf der der ADH-Promoior, das l-HMG-Gen und der TRP-Terminator lokali- 
sicrt isl, 

15 b) einer zweiien Expressionskasseile, auf der der ADH-Promotor, das SATl-Gen und der TRP-Terminalor iokali- 

1 sierl isl, 
und 

\ c) einer dritien Expressionskasseile, auf der der ADH-Promoior, das ERG9-Gen mil dem TRP-Tenninaior lokali- 
siert isl, 

20 

besiehl. 

Gcgensiand dcr vorliegcnden Erfindung isl ferncr die Verwendung dicscr Expressionskasseuen zur Transfonnalion 
von Mikroorganismcn, die bci der Fermeniaiion zu Ergosterol cingeseizi werden, wobei die Mikroorganismen vorzugs- 
weise Helen sind. 

25 Eben falls Gegenstand der Erfindung sind Mikroorganismcn, wie He fen, die diese Expressionskasseuen enthallen, so- 
wie deren Verwendung bei der Femicnlalion zu Ergosierol und Ergosierol-Zwischenproduklen. 

Die nachfolgcndcn Bcispiclc diencn dcr Erlaulerung im Hinblick auf die Durchfuhrung dcr fiir die Ausfuhrungsbci- 
spiele noiwendigen Verfahrcn: 

30 1. Reslriklion 

Die Reslriklion der Plasmide (1 bis 10 ug) wurde in 30 pi Ansaizen durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA in 24 ul H 2 0 
aufgenommen, mil 3 ul des enisprechenden Puffers, 1 ul RSA (Rinderserumalbumin) und 2 pi Enzym versetzt. Die En- 
zymkonzeniraiion beirug 1 Unil/ul oder 5 Units/ul je nach DNA-Menge. In einigen Fallen wurde dem Ansatz noch 1 pi 
35 RNase zugegeben, um die tRNA abzubauen. Der Restriktionsansaiz wurde fur zwei Stunden bei 37°C inkubieri. Kon- 
irolliert wurde die Reslriklion mil einem Minigel. 

2. Geleleklrophoresen 

40 Die Geleleklrophoresen wurden in Minigel- oder Wide-Minigelapparaturen durchgeftihrt. Die Minigele (ca. 20 ml. 8 
Taschen) und die Wide-Minigele (50 ml, 15 oder 30 Taschen) besianden aus l%iger Agarose in TAE. Als Laufpuffer 
wurde 1 x TAE verwendel. Die Proben (10 pi) wurden mil 3 pi Siopperlosung versetzl und aufgelragen. Als Standard 
dienle I-DNA geschnitlcn mil HindlTJ (Banden bei: 23,1 kb; 9,4 kb; 6,6 kb; 4,4 kb; 2,3 kb; 2,0 kb; 0,6 kb). Zur Auflren- 
nung wurde eine Spannung von 80 V fiir 45 bis 60 min angelegl. Danach wurde das Gel in Elhidiuinbromidlosung ange- 

45 farbi und unler UV-Lichi mil dem Video-Dokumenlauonssystem INTAS lesigehahen oder mil einem Orange-Filler fo- 
lografiert. 

3. Gelelulion 

50 Miliels Gelelution wurden die gewiinschlen Fragmenle isoliert. Der Restriklionsansatz wurde auf mehrere Taschen ei- 
nes Minieels aufgelragen und aufgeirenni. NurX-HindlD und eine "Opferspur" wurden in Ethidiumbromidlosung ange- 
farbi, unler UV-Lichl belrachlei und das gewiinschie Fragmenl markierl. Dadurch wurde verhinderl, daB die DNA der 
resi lichen Taschen durch das Eihidiumbromid und das UV-Lichl geschadigi wird. Durch Aneinanderlegen des gefarblen 
und ungefarbien Gelstucks konnie anhand der Markierung das gewiinschie Fragment aus dem ungefarbten Gelstiick her- 

55 ausgeschnitten werden. 

Das Agarosestuck mil dem zu isolierenden Fragment wurde in einen Dialyseschlauch gegeben, mil wenig TAE-Pufter 
lufiblasenfrei verschiossen und in die BioRad-Minigelapparaiur gelegl. Der LaufputYer bestand aus 1 x TAE und die 
Spannung betrug 100 V fiir 40 min. Danach wurde fur 2 min die Strompolaritai gewechseli, um am Dialyseschlauch kle- 
bende DNA wieder zu losen. Der die DNA-Fragmenle enlhallende Puffer des Dialyseschlauches wurde in Reaktionsge- 
60 fa Be uberfuhrt und damil eine Ethanol-Fallung durchgefiihrt. Dazu wurde der DNA-Tx^sung 1/10 Vilumen an 3 M Natri- 
umacelau tRNA (1 pi pro 50 pi Losung) und dem 2,5fachen Volumen an eiskaliem 96%igcm Eihanol zugegeben. Der 
Ansatz wurde 30 min bei -20°C inkubieri und dann bei 12 000 rpm, 30 min,4°C abzentrifugierl. Das DNA-Pellet wurde 
geirocknel und in 10 bis 50 pi H2O (jc nach DNA-Menge) aufgenommen. 

65 4. Klenow-Behandlung 

Durch die Klenow-Behandlung werden uberstehende Enden von DNA-Fragmenten aufgefiillt, so daB "blunt-ends" 
enisiehen. Pro 1 pg DNA wurde lolgender Ansatz zusammenpipeilieri: 
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DNA-Pellcl + 11 pi ILO 
+ 1 ,5 pi 10 x Klcnow Puffer 
'+ 1 pi 0,1 MD'IT 

+ 1 pi Nucleotide (dNTP2 mM) 5 
+ 1 pi Klenow-Polymerase ( 1 Unil/pl). 

Die DNA sollic dabei aus einer Elhanolfallung slanimcn, um zu vcrhindern, daB Vcrunreinigungen die Klcnow-Poly- 
merase hem men. Die Inkubaiion crlblgic fur 30 min bei H7"C, durch wciierc 5 min bei 70"C wurdc die Reaklion abge- 
sioppi. Die DNA wurdc aus dcni Ansaiz durch cine Elhanolfallung gewonnen und in 10 ul H2O aufgenommen. 10 

5. Ligation 

Die zu ligicrenden DNA-Fragmenie wurden vcrcinigl. Das Endvolumen von 13,1 pi cnlhiell ca. 0.5 pg DNA mil ci- 
nem Vcklor-Inserl Vernal tnis von 1 : 5. Die Probe wurde 45 Sekundcn bei 70°C inkubicrl, auf Raumlcmpcralur abgc- 
j kiihll (ca. 3 min) und dann 10 min auf Eis inkubicrl. Danach wurden die Ligaiionspuffer zugegeben: 2,6 ul 5(X) mM 
. TrisHCJ pH 7,5 und 1,3 pi 100 niM MgCI 2 und weiiere 10 min auf Eis inkubicrl. Nach der Zugabc von 1 pi 500 niM DTT 
\ und 1 pi 10 mM AIT und nochmaligen 10 min auf Eis wurde 1 pi Ligase (1 Unii/pl) zugegeben. Die ganze Behandlung 
\ sollic moglichsl crschutlcrungsfrci crfolgcn, uni aneinanderliegendc DNA-Endcn nichl wicder zu irennen. Die Ligation 
erfolgie ubcr Nacht bei 14°C 

6. E. coli-Transforinalion 

Kompeienle Escherichia coli (E. coli) NM522 Zellen wurden mil der DNA des Ligalionsansalzes iransformierl. Als 
Posiiiv-Konirollc lief ein Ansatz mil 50 ng des pScL3 Plasmids und als Null-Konlrolle ein Ansaiz ohnc DNA mil. Fur je- 25 
den Transfonnaiionsansalz wurden 100 pi 8% PEG-Losung, 10 pi DNA und 200 pi kompeienle Zellen (E. coli NM522) 
in ein Tischzcnirifugcnrohrchcn pipciiicrt. Die Ansatzc wurden fur 30 min in Eis gcslcllt und gclcgcntlich geschu itch. 
Danach crfolgte der TTilzcschock: 1 min bei 42°C-\ Fiir die Regeneration wurde den Zellen 1 ml LB-Medium zugegeben 
und fiir 90 min bei 37°C aufeincm Schuiilcr inkubicrl. Jc 100 pi der unverdunnlcn Ansaizc, eincr 1 : 10 Vcrdunnung und 
einer 1 : 100 Vcrdunnung wurden auf LB + Ampicillin-Plallen ausplattiert und ubcr Nacht bei 37°C bebriilet. 30 

7. Plasmid-Isolation aus E. coli (Miniprap) 

E. coli-Kolonien wurden uber Naclit in L5 ml LB + Ampieillin-Medium in Tischzenlrifugenrohrclien bei 37 n C und 
120 rpm angezogen. Am nachsten Tag wurden die Zellen 5 min bei 5000 rpm und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 
50 pi TE- Puffer aufgenommen. Jeder Ansaiz wurden mil 100 pi 0,2 N NaOM, 1% SDS-Losung versetzt, gemischt und 
fiir 5 min auf Eis gesfclll (Lysc der Zellen). Danach wurden 400 pi Na-Acelat/NaCl-Losung (230 pi H 2 0, 130 pi 3 M Na- 
triumacetat, 40 pi 5 M NaCI) zugegeben, der Ansatz gemischt und fiir weiiere 15 min auf Eis gcslcllt (Proteinfallung). 
Nach 1 5-minuliger Zcnlrifugalion bei 1 1 000 rpm wurde der Ubersiand, der die Plasmid-DNA en t halt, in ein Eppendorf- 
gefafi iibcrfuhrL War der tJbersiand nichl vollslandig kiar, wurde nochmal zenlrifugierl. Der Ubersiand wurde mil 360 pi 
eisgekuhllem Isopropanol versetzt und fiir 30 min bei -20°C inkubiert (DNA-Fallung). Die DNA wurde abzentrifugiert 
(15 min, 12 000 rpm, 4°C), der tjberstand vcrworfen, das Pellei in 100 pi eisgekuhllem 96%igem Ethanol gewaschen, 
15 min bei 20°C inkubiert und emeu! abzentrifugiert (15 min, 12 000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde im Speed Vac ge- 
irocknel und dann in 100 pi H 2 0 aufgenommen. Die Plasmid-DNA wurde durch Rcsiriklionsanalyse charakierisieri. 
Dazu wurden 1 0 pi jedes Ansalzcs reslringierl und in einem Wide-Minigel gelelekirophoretisch aufgetrennl (siehe oben). 

8. Plasmid-Aufarbeilung aus E. coli (Maxiprap) 

Um groBcre Mengcn an Plasmid-DNA zu isolieren, wurde die Maxiprap-Melhode durchgefuhrl. Zwei Kolben mil 
100 ml LB + Ampicillin-Medium wurden mil. einer Kolonie bzw. mil 100 pi eincr Gefrierkullur, die das zu isolierende 
Plasmid tragi, angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 120 rpm bcbriilcl. Die Anzucht (200 ml) wurde am nachslen Tag 
in einen GSA-Becher iibcrfiihrl und bei 4000 rpm (2600 x g) 10 min zenlrifugierl. Das Zellpellel wurde in 6 ml 'PE-Piif- 
fer aufgenommen. Zum Abbau der Zellwand wurden 1 ,2 ml Lysozymlosung (20 nig/ml TC-Puffer) zugegeben und 
10 min bei Raumlemperalur inkubiert. AnschlieBend erfolgie die Lyse der Zellen mil 12 ml 0,2 N NaOH, 1% SDS-Lo- 
sung und weiteren 5 min Inkubaiion bei Raumlemperal ur. Die Proieine wurden durch die Zugabe von 9 ml gekuhlter 3 M 
Nalriumacelai-Losung (pH 4,8) und einer 15 minuligen Inkubaiion auf Eis gefalll. Nach der Zcntriliigalion (GSA: 
1 3 000 rpm (27 500 x g), 20 min ? 4°C) wurde der Ubersiand, der die DNA enihiell, in einen neuen GSA-Becher uber- 
fuhrt und die DNA mil 15 ml eiskaltem Isopropanol und einer Inkubaiion von 30 min bei -20°C gefalll. Das DNA-Pcllet 
wurde in 5 ml eisgekuhltem Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknei (ca. 30-60 min). Danach wurde es in 1 ml 
H 2 G aufgenommen. Es fand cine Uberprufung des Plasmids durch "Rcsiriklionsanalyse stall. Die Konzentralion wurde 
durch Auflragen von Vcrdunnungen aufeincm Minigcl bcsiimml. Zur Verringerung des Salzgehalles crfolgte cine 30-60 
miniilige Mikrodialysc (PorengroBe 0,025-pm). 

9. Mefc-Trans formation 

65 

Fiir die Hefc-Transformalion wurdc cine Voranzucht des Si amines Saccharomyccs cerevisiae (S. cerevisiae) AH22 an- 
gesetzl. Ein Kolben mil 20 ml YE-Medium wurde mil 100 pi der Gefrierkullur angeimpft und iiber Nacht bei 28°C und 
120 rpm bebrulel. Die Hauplanzuchl erfolgie unler gleichen Bedingungen in Kolben mil 100 ml YE-Medium. die mil 
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10 pi, 20 pi odcr 50 pi dcr Voranzuchi angcimpft wurden. 

9.1 Ersicllcn konipci enter Zcllen 

5 Am nachsien Tag wurden die Kolhen mitiels Thomakammcr ausgezahli unci es wurde mil dem Kolhcn, dcr eine Zcll- 
zahl von 3-5 x 10 7 Zellcn/nil bcsaB weilcrgearbeilcl. Die Zcllen wurden dureh Zcntrifugaiion (GSA: 5000 rpm (4000 x 
g), 10 min) gcerntcl. Das Zellpellet wurdc in 10 ml TK-PufTcr aufgcnoiiuiicn und auf zwei llschzcnirifugenrohrchcn auf- 
gcieili 0 C 5 nil). Die Zellcn wurden 3 min bei 6000 rpm abzcnirifugicrl und noch zwcimal mil je 5 nil TE-Pufler gewa- 
schen. AnschlicBcnd wurdc das Xcllpcllci in 330 pi Lilhiuniaccial-PulVer pro 109 Zellen auigenoiiinien, in einen sierilen 
10 50 nil Erlenmeycrkolben uberfuhri und eine Slundc bei 28°C gcschUnell. Dadurch warcn die Zellen konipeicm fur die 
Transformation. 

9.2 Transfonnaiion 

15 Furjeden Transformalionsansaiz wurden 15 pi Heringsspenna DNA (10 mg/ml), 10 pi zu iransforniierendc DNA (ca. 
0,5 pg) und 330 pi kompelenle Zellen in ein Tischzenirifugcnrohrchcn pipciiicrt und 30 min bei 28°C (ohne Schulleln!) 
inkubiert. Danach wurden 700 pi 50% PEG 6000 zugegeben und fur cine weiterc Stunde bei 28°C, ohne Schulleln, in- 
kubien. Es folgie ein Hiizeschock von 5 min bei 42°C. 100 pi der Suspension wurden auf Selekiionsinediuin (YNB, 
Difco) ausplallierl, urn auf Leucinprototrophie zu selektionicrcn. Ini Fallc dcr Scleklion auf G418 Resistenz wird nach 

20 dem Hiizeschock cine Regeneration der Zcllen durchgefuhri (s. unier 9.3 Rcgeneralionsphasc) 

9.3 Rcgeneralionsphasc 

Da dcr Selekiionsmarker die Resistenz gegen G418 ist, brauchien die Zcllen Zeit fur die Expression des Rcsisienz- 
25 Gens. Die Transformaiionsansalze wurden mil 4 ml YE-Medium versetzi und iiber Nacht bei 28°C auf dem Schultler 
(120 rpm) bebruiei. Am nachsien Tag wurden die Zcllen abzenlrifugierl (6000 rpm, 3 min) in 1 ml YE-Medium aufge- 
nommcn und davon 100 pi bzw. 200 pi auf YE -f G418-Plaucn ausplallierl. Die Plaitcn wurden mchrcrc Tagc bei 28°C 
bebruiei. 

30 10. Reaklionsbedingungen fur die PCR 

Die Reaklionsbedingungen fur die Polymerase Chain Reaction musscn fur den Einzelfall opiiniicrt wcrden und sind 
nicht uneingeschrankl furjeden Ansatz gullig. So kann unier anderem die cingeseizte Menge an DNA, die Salzkonzen- 
trationen und die Schmelztemperalur variiert werden. Fiir unsere Problemslellung erwies es sich als giinslig, in cinem 
35 Eppendorfhuichen, das fur den Einsatz im Thennocycler geeignet war, iblgende Substanzen zu vcreinigen: Zu 2 pi ( - 
0J U) Super Taq Polymerase wurden 5 pi Super Buffer, 8 pi dNTP's (je 0,625 pM), S'-Primer, 3-Primer und 0,2 pg Ma- 
Lrizen DNA. gelosl in soviel Wasser. daB sich ein Gesainlvolumen von 50 pi fiir den PCR Ansalz ergibt, zugegeben. Der 
Ansatz wurde kurz abzcntrifugierl und mil cinem Tropfcn Ol uberschichlei. Es wurden zwischen 37 und 40 Zyklen zur 
Amplifizierung gewahlt. 

40 Die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele beschreiben die Herstellung der erfindungsgemaBen Plasmide und Helesl- 
ainine sowie deren Verwendung, ohne jedoch die Erfindung auf diese Beispiele einzuschranken. 

Be i spiel 1 

45 Expression der iHMG in S. cerevisiae AH22 

Die DNA-Sequenz fur tHMG (Basson el al., (1 988)) wurde durch PCR aus genomischer DNA von Saccharomyces ce- 
revisiae S288C (Mortimer und Johnsion, (1986)) unter Anwendung von Standardmethoden amplifiziert. Die hierbei ver- 
wendeten Primer sind die DNA Oligomere tHMG-5' und iHMG-3' (s. Scq ED Nos. 1 und 2). Das erhallene DNA-Frag- 

50 ment wurde nach einer Klenow-Bchandlung in den Klonierungsvektor pUCl9 (Yanisch-Perron el al., (1985)) einge- 
brachi und ergab den Veklor pUC19-lHMG. Nach Plasmidisolation und Reslriklion von pUC19-lHMG mil den Endonu- 
kleasen EcoRJ und BamHI wurde das gewonnene Fragment in den Hefeexpressions veklor pFI"2b (Lang und Looman, 
(1995)), der ebenfalls mil EcoRI und BamHI behandeli wurde, eingebrachl. Das entstandene Plasmid pPT2b-lHMG eni- 
hall den ADHl-Promotor (Benneizen und Hall, (1982)) und den TRPl-Terminaior (Tschumper und Carbon, (1980)), 

55 zwischen denen sich das iHMG-DNA-Fragment befindet. Aus dem Veklor pPT2b-lHMG wurde iiber die Endonucleasen 
EcoRV und Nrul ein DNA-Abschnili isoliert, die den sogenannten mill I ere n ADHl-Promotor, die tHMG und dem 
TRPl-Terrninaior enihalt. Dieser DNA-Abschnitt wurde in den Hefe- Veklor 'V'EpO (Fischhoff et al., (1984)), der mil der 
Endonuklease SphI und einer DNA-Polymerase behandeli wurdc, eingebrachl. Der dadurch enistandene \fektor, der 
YEpH2 (Fig. 1), wurde mil den Endonukleasen EcoRV und Nrul behandeli. Es ent.st.and so ein DNA-Fragment mil fol- 

60 genden Bereichen: ein iranskriplionsakiivierender Bcreich aus dem Telracyclinresislenzgen (Sidhu und Rollon, (1990)), 
dem mil tie re n ADH 1 -Promolor, der tHMG und dem TRP1 -Terminator (Exprcssionskassctie). Dieses DNA-Fragmeni 
wurde in den Veklor TOpU (Berben et al., (1991)), der mil Siul behandeli wurdc, eingebrachl. Der so enlsiandene Veklor 
YDpUH2/12 wurde mil der Endonuklease Smal behandeli und mil einer DNA-Sequenz ligiert, die fur cine Kanamycin- 
resistenz kodieri (Webster und Dickson, (1983)). Das enlsiandene Konsirukl (YDpUHK3, Fig. 2) wurde mil EcoRV be- 

65 handek. Der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae AH22 wurde mil diesem Konsirukl iransformien. Die Transfonna- 
Lion der Hefe mil einem linearisicnen Veklor, wie er in diesem Beispiel vorliegt, ftihrt zu einer chromosomalen Integra- 
tion des gesamten Vekiors am URA3 Genlocus. Um die Bereiche aus dem inlegrienen Veklor zu eliminieren, die nichl zu 
der Expressionskasseiie gehoren (E.coli-origin, Rcoli-Ampicillin-Resisienzgen. TEF-Promolor und Kanamycin-Resi- 
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slcn/gen), wurdcn iransibrmierie T-Tcfcn miucls FOA-Sclckiion (Bockc el al., (1987)) einem Sclckiionsdruck unicrzogcn, 
dcr Uracil-auxoirophc Tie ten hcgiinsligl. Dcr aus dcr Selekiion hervorgegangene, Uracil-auxoirophc Sianim tragi die Bc- 
/.cichnung ATT22/tTT3ura8 und besit/.t die lIIMGl-liixpressionskasseilc als chromosomalc Integral ion im URA3-Gcn. 

Dcr T-Tclcsianim AH22/lH3ura8 und dcr Ausgangssianini AII22 wurdcn 48 Stundcn lang in YE bei 28°C und 160 rpni 
in Schikanckolhcn kntiivicrt. 



Kulii vicrungsbedi ng u ngc n 

Die Vorkullur WMVIII wurdc wie folgt angesct/l: 20 ml WMVIII + Histidin (20 ug/ml) + Uracil (20 ug/ml) wurdcn 
mil 100 ul Gefrierkuliur angcimpfi und 2 Tage bei 28"C und 1 20 rpm (reziprok) inkubicn. Aus der 20 ml Vorkullur wur- iu 
den 100 ml WMVIII + Histidin (20 ug/ ml) + Uracil (20 ug/ ml) angcimpfi. Pur die llaupikuliur wurdcn 50 ml YE (in 
250 ml Schikanekolben) mil 1 x 109 Zellen beimpft. Die Kolben wurden bei 160 rpm auf eincm Rundschulller bei 28°C 
fur 48 Stunden inkubierl.. HMG-CoA-Reduktaseakii vilaien wurden (nach Qureshi el al., (1981)) hestimml und ergaben 
folgendcn Werie (s. Tabelle 1). 

15 

Tabelle 1 





spezifische HMG-CoA- 
Reduktase-Aktivitat* 
(U/mg Protein) 


AH22 


3,99 


AH22/tH3ura8 


11,12 



~Ein Unit ist definiert als die Umsetzung von 1nmol NADPH pro Minute in einem 
Milliliter Reaktionsgemisch. Die Messung erfolgte mit Gesamtproteinisolaten. 



Die Sierole wurden exirahiert (Parks el al., (1985)) und uber Gaschromalographie analvsiert. Es ergaben sich folgende 
Werte (s. Tabelle 2). 

35 

Tabelle 2 





Squalen (% w/w) 


Ergosterol (% w/w) 


AH22 


0,01794 


1,639 


AH22/tH3ura8 


0,8361 


1 ,7024 



Die prozentualen Werte beziehen sich auf das Hefetrockengewicht. Ay 



Bcispiel 2 

Expression der SAT 1 in S. cerevisiae AH22 



Kullivierungsbedingungen 

(Zur Vorkullur s. o.) Haupikullur: 50 ml WMVHI + Histidin (20 ug/ml) + Uracil (20 ug/ml) Kulluren (in 250 ml Schi- 
kanckolbcn) wurdcn mil 1 x 10 9 Zellen beimpft: Die Kolben wurden bei 160 rpm auf einem Rundschulller bei 28°C fur 7 
Tage inkubierl. Die gebildeten Slerole wurden iiber Gaschromalographie analysiert (s. Tabelle 3). 



50 



Die Sequenz fur die Acyl-CoA : Sterol transferase (SAT1; Yang el a!., (1996)) wurde, wie oben beschrieben, durch 
PCJR aus genomischer DNA von Saccharomyces cerevisiae S288C gewonnen. Die hierbei verwendeten Primer sind die 
DNA-Oligomere SAT1-5' und SATl-3' (s. Seq ED Nos. 3 und 4). Das erhaliene DNA-Fragment wurde in den Klonie- 55 
rungsvektor pGEM- T (Mezei und Storts, (1994)) kloniert, was zuni Vektor pGEM-SATl luhrie. Durch Behandlung von 
pGEM-SATl mil EcoRJ erhielt man ein Fragment, das in den Heieexpressionsvektor pADHlOOl, der ebenfalls mil 
EcoRl behandeli wurde, kloniert wurde. Der so entstandene Vektor pADIT-SATl wurde mit der Endonuklease Nrul be- 
handelt und mil einem Fragment aus YEpl3, dcr das LEU2-Gen enihall, ligierL 

So entsland der Hefeexpressionsveklor pADI.-SATl (Fig. 3). der in den Helcslamm AH22 cingehracht wurde. Der so 60 
gewonnene Stamm AH22/pADL-SATl wurde 7 Tage in WMVIII (Lang und Looman (1995)) Minimal medium inku- 
bierl. 



65 
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'label lc 3 





Squalen (% w/w) 


Ergosterol (% w/w) 


AH22 


n.d. 


1,254 


AH22/ pADL-SAT1 


n.d. 


1,831 



10 

Die prozentuaJen Werte beziehen sich auf das Hefetrockengewicht. 
n.d.: nicht bestimmbar 

15 

Beispiel 3 

Kombinierte Expression der verkurzicn 3-Hydroxy-3-meihylgluiaryl-CoA-Redukiase (tHMG) und der Acyl-CoA : Ste- 
rol- AcyiiransVerase (SAT! ) 

20 

Der Hefeslamm AII22/lH3ura8 wurde mil deni SATl-Expressionsvekior pADL-SATl transfonnierl und ergab 
AH22/tH3ura8/pADL-SATl. Dicscr kombinierte Slainm wurde 7 Tagc in WMVTII kullivicrl. Die Stcrolc wurden exira- 
hieri (s. o.) und uber Gaschroniaiographie analysien. Es ergaben sich folgendc Wcrie (s. Tabelle 4). 

25 Tabelle 4 





Squalen (% w/w) 


Ergosterol (% w/w) 


AH22/tH3ura8 


1,602 


3,798 


AH22/tH3ura8/pADL-SAT1 


1,049 


5,540 



Die prozentualen Werte beziehen sich auf das Hefetrockengewicht 



Beschreibung der Abbildungen 

40 

Fig. 1 zeigl das Plasmid YEpH2 mil den enlsprechenden Schniusiellen. 
Fig. 2 zeigl das Plasmid YDpUHK3 mil den enlsprechenden Schniusiellen. 
Fig. 3 zeigl das Plasmid pADL-SATl mil den enlsprechenden Schniusiellen. 
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SlsQUliNCEUSTING 

(1) GENERAL INFORMATION: 

(i) APPLICANT: 

(A) NAME: Schering AG 

(B) STREET: Mullerstrasse 178 

(C) CITY: Berlin 

(E) COUNTRY: Germany 

(F) POSTAL CODE (ZIP): D-13342 

(G) TELEPHONE: (030)-4681 2085 

(H) TELEFAX: (030)-4681 2058 

(ii) TITLE OF INVENTION: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON 
ERGOSTEROL UND DESSEN ZWISCHENPRODUKTEN MITTELS 
REKOMBINANTER HEFEN 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 4 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPO) 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 1: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 25 bases 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 
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(ii) HYPOTHETICAL: NO 

(iii) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1: 

5 - ACTATGGACC AATTGGTGAA AACTG 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 23 bases 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(ii) HYPOTHETICAL: NO 



(iii) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO. 2: 

5'- AGTCACATGG TGCTGTTGTG CTT 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 3: 

(I) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 25 bases 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(ii) HYPOTHETICAL: NO 
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(iii) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO. 3: 

5'- GAATTCAACC ATGGACAAGA AGAAG 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 4: 



(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 24 bases 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(ii) HYPOTHETICAL: NO 



(iii) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO. 4: 



5 - AGAATTCCAC AGAACAGTTG CAGG 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Ergosierol und dessen Zwischenprodukien, dadurcli gckennzeichnet, daG man 

a) zunachsi ein PJasniid konsiruiert, auf dem niehrcre geeignete Gene des Ergoslerol-Slorfwechselweges in 
veranderter Form insertiert sind 

oder 

b) zunachsi Plasniidc konstruierl, auf denen jeweils eines der Gene des Ergoslerol-Stoffwechselweges in ver- 
anderler Fonn insertiert ist, 

c) mil den so hereestelllen Plasmiden Mikroorganismen iransformierl, wobei die Mikroorganismen mil einem 
Plasniid unier a) iransformierl werden oder mil nichreren Plasmiden unter b) gleichzeitig oder nacheinander 
lransfonniert werden, 

d) mit den so hcrgcsiellien Mikroorganismen eine Fermentation zu Ergosterol durchfuhrt, 

e) nach erfolgter Fenncntation das Ergosterol und dessen Zwischenprodukte aus den Zellen exlrahierl und 
analysiert und schlicBlich 

f) das so erhaltenen Ergosterol und dessen Zwischenprodukte tniuels Saulenchroniatographie reinigl und iso- 
liert. 

2. Vertahren geinafc? Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a-i) zunachsi ein Plasmid konsiruiert, auf dem tblgendc Gene insertiert sind: 

i) das Gen der TIMG-Go-A-Reduktase (t-IIMG), 

ii) das Gen der Squalensynthetase (ERG9) 

iii) das Gen der Acyl-CoA : Sterol-Acyltransferase (SAT1) und 

iv) das Gen der Squalenepoxidasc (ERG1), oder 

a-ii) zunachsi ein Plasmid konsiruiert, auf dem folgendc Gene insertiert sind: 

i) das Gen der HMG-Co-A-Reduklase (t-HMG) und 

ii) das Gen der Squalensynlhetase (ERG9), oder 

a-iii) zunachsi ein Plasmid konsiruiert, auf dem folgende Gene insertiert sind: 
i) das Gen der HMG-Co-A-Rcduktase (t-HMG) und 

iii) das Gen der Acyl-CoA : Sterol-Acyltransferase (SAT1), oder 

a-iv) zunachsi ein Plasmid konsiruiert. auf dem folgende Gene insertiert sind: 



DE 197 44 212 A 1 

i) das Gen dor HMG-Co-A-Rcdukiasc (l-HMG) und 
iv) das Gen dcr Squalcncpoxidasc (IsRGl), cxicr 

a-v) /.unachsl cin Plasmid konsiruicri, aufdem folgcndc Gene insertion sind: 

ii) das Gen dcr Squalensynlhelase (HRG9) und 

iii) das Gen dcr Acyl-CoA : Sterol-Acyllransfcrase (SAT1) oder 5 
a-vi) /.unachsl cin Plasmid konsiruicrt, aufdent Iblgcnde Gene insert ieri sind: 

ii) das Gen dcr Squalensynlhelase (ERG9) und 

iv) das Gen der Squalenepoxidase (1ZRG 1), oder 

a-vii) /.unachsl ein Plasmid konslruien, aufdem folgendc Gene inscriicrt sind: 

iii) das Gen der Acyl-CoA : Sterol-Acyllransfcrase (SAT1) und 10 

iv) das Gen der Squalenepoxidase (I:RG 1), oder 

b) /.unachsl Plasniide konstruieri, auf denen jeweils eines der unier a-i) genannien Gene insertieri ist, 
und 

c) mil den so hcrgeslclllen Plasmiden Mikroorganismen transforniicrt, wobei die Mikroorganismen mil eineni 
Plasmid unier a-i) bis a-vii) irans for mien werden oder mil mehreren Plasmiden unier b) gleichzcilig oder nach- 15 
einander iransfon inert werden, 

d) mil den so hergcslellien Mikroorganismen cine Fermentation zu Ergosierol durchfuhrt, 

e) nach erfolgier Fermentation das Ergosierol und desscn Zwischenprodukie a us den Zellen exirahieri und 
analysicn und schlieBlich 

f) das so crhahenen Ergosierol und dessen Zwischenprodukie millels Saulcnchroniaiographie rcinigl und iso- 20 
lien. 

3. Vcifahrcn gcniaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnel, daB aufdem Plasmid unier a-ii), a-iii) und a-v) zusaiz- 
lich das Gen der Squalenepoxidase (ERG1) und aufdem Plasmid a-ii) zusalzlich das Gen der Acyl-CoA : Slcrol- 
Acy I transfer asc insenicrl ist. 

4. Vcrfahrcn zur Hersiellung von Ergosierol und dessen Zwisehenprodukten, dadurch gekenni^eichnct, daB man die 25 
in Anspruch 1 unier a), die in Anspruch 2 unier a-i) bis a-vii) und die in Anspruch 3 unier a-ii), a-iii) und a-v) ge- 
nannien Gene mil den Plasmiden /unachsl jeweils unabhiingig voneinandcr in Mikroorganismen glcichcr Spczics 
einiuhrt und mil. dicscn gemcinsam eine Fermentation zu Ergosierol durchfuhrl und das so erhallenc Ergosierol aus 
den Zellen exirahieri. analysicn und millels Saulcnchroniaiographie rcinigl und isolierl. 

5. Vcrfahrcn gcmaB den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gckennzeichnet, daB die Zwischenprodukie Squalen, Farnesol, 30 
Geraniol, Lanoslcrol, Zymosterol, 4,4-Dimclhylzymosierol, 4-Melhyl/.ymosicrol, Ergosl-7-enol und.Ergosia-5,7- 
dienol sind. 

6. Vcrfahrcn gemaB den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnel, daB die Zwischenprodukie Slcrole mil 5.7- 
Diensiruktur sind. 

7. Vcrfahrcn gemaB den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnel, daB die Plasmide die Plasniide YEpH2, YD- 35 
pUHK3 und pADL-SATl sind. 

8. Vcrfahrcn gemaB den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnel. daB die Mikroorganismen Helen sind. 

9. Vcrfahrcn gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnel, daB cs die Spezies S. cercvisiae ist. 

10. Vcrfahrcn gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnel, daB es der Stainni S. cercvisiae AH22 ist. 

11. Hefesiamm S. cerevisiae AH22, cnlhallend eines oder mehrerer der im Verfahren unier a-i) genannien Gene. 40 

12. Plasmid YEpH2, besichend aus dem milileren ADH-Promolor, l-HMG (veranderte Variante des HMG1) und 
dem TRP-Tcnninaior (Fig. 1). 

13. Plasmid YDpUHK3, bestehend aus dem milileren ADH-Promolor, l-HMG (veranderte Varianle des HMG1) 
und dem l"RP-Teniiinaior, dem Gen fur die Kanamycin-Resisienz und dem ura3 Gen (Fig. 2). 

14. Plasmid pADL-SATl , beslehend aus dem S ATI -Gen und dem LEU2-Gen aus YEpl3. 45 

15. Verwendung der Plasmide gemaB den Anspruchen 12 bis 14, zur Hersiellung von Ergosierol. 

16. Verwendung der Plasmide gemaB den Anspruchen 12 bis 14, zur Hersiellung der Ergosterol-Zwischenprodukte 
Squalen, Farnesol, Geraniol, Lanoslcrol, Zymosterol., 4,4-Di methyl zymosterol, 4-Melhyl zymosterol, Ergost-7-enol 
und Ergosia-5,7-dienol. 

17. Verwendung der Plasmide gemaB den Anspruchen 12 bis 14, zur Hersiellung von Sterolen mil 5,7-Dienstruktur. 50 

18. Expressionskasseite, umfassend den milileren ADH-Promolor, das i-HMG-Gen, den TRP- Terminal or und das 
S ATI -Gen mil dem milileren ADH-Promolor und dem TRP-Terminaior. 

19. Expressionskasscllcn, umfassend den milileren ADH-Promolor, das l-HMG-Gcn, den TRP-Tenninator, das 
SATl-CJen mil dem milileren ADH-Promolor und dem TRP-Terminaior und das ERG9-Gcn mil dem milileren 
ADH-Promotor und dem TRP- Terminal or. 55 

20. Kombinaiion aus Expressionskassellen, wobei die Kombinalion aus 

a) einer ersien Expressionskassetic, auf der dcr ADH-Promotor, das t-HMG-Gen und der TRP-Terminaior lo- 
kalisicrl ist, 

b) einer zweiien Expressionskassetic, auf der dcr ADH-Promolor, das SATl-Gen und der TRP- Terminator lo- 
kalisierl ist, 60 

und 

c) einer drillen Expressionskasscile, auf der der ADH-Promotor, das ERG9-Gen mil dem TRP-Terminator lo- 
kalisieri ist. 

21. Verwendung der Expressionskassellen gemaB den Anspruchen 18 bis 20, zur Transformation von Mikroorganis- 
men, die bei der Fen nen tali on zu Ergosierol eingesetzt werden. 65 

22. Verwendung gemaB Anspruch 21, dadurch gekennzeichnel, daB der Mikroorganismus Hefc ist. 

23. Mikroorganismen, enthallend Expressionskassellen gemaB den Anspruchen 18 bis 20. 

24. Mikroorganismus gemaB Anspruch 23, dadurch gekennzcichnet daB es Hefe isl. 
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25. Verwcndung des Mikrooreanismus gcmaB den Anspruchen 23 und 24, bci dcr Fcrmcnialion zu Ergosierol. 

26. Vcrwendung des Mikroorgum'snius gcmaB den Anspruchen 23 und 24, bci der Fcrmcnialion zu lirgosierol-Zwi- 
sc he n produ k I c n . 



5 Hicrxu 3 Seiie(n) Xcichnungen 
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£coR I 0.00 

Hind III 0.03 



Hind III 13.88, 

Bd I 13.68. 
Xba I 13.29. 



coRV 0.19 
;amH I 0.38 

j(Sph I/EcoRV) 0.57 
coRI 1.37 



Hpa I 12.30, 
Pst I 11.99, 



,CIal 1.89 



Sac I 11.59. 
Bgl II 11.33, 

Sal I 10.79. 



EcoRV 9.97 
EcoR I 9.86 

Kpn I 9.47 

Cla I 9.38 
BstE II 9.26 

Hpa J 8.86 

Xho I 8.61 




Bg! II 8.22 

Pst I 7.81 
Stu I 7.65 

EcoR I 7.56 



Pst I 6.81 



bal 2.73 

amHI 3.01 

bal 3.01 

.Sail 3.01 

Sphl 3.01 
tul 3.31 

SphI 3.51 

Sail 3.53 
(Sphl/Nrul) 
Sal I 3.85 



Nrul 4.17 



Fig. 1 
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Stul 8.30 



BamHI 8.06, 



EcoR! 6.42 



BamHI 5.43 



:coRV 0.12 

amHI 0.57 




EcoR! 3.20 
BamHI 3.20 



EcoRI 3.63 



BamHI 4.75 



Fig. 2 
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Sphl 10.24, 
(Sphl/EcoRV) 9.88, 

BamHl 9.7Q 

EcoRV 9.51 



EcoRI 0.00 



Xbal 8.7* 



Aval 8.1 



Hpa!/Hindl! 7.80 

Pvul 7.57 
Pstl 7 
(Nrul) 7.40 



EcoRV 6.6 
EcoRI 6.49 



pal/Hindll 0.43 
Sail 0.55 



,val 1.14 
lindlll 1.23 



Pstl 4.31 
Seal 4.55 



Clal 6.01 



Sspl 4.87 
Stul 5.13 



(Nrul) 5.20 



ICS 1.96 




EcoRI 

Sacl 

Kpnl 

Srnal 

Xmal 

BamHI 

Sail 

Accl 

Hindi 

Pstl 

Sphl 

Hindlll 



Fig. 3 
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